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結核マウスの生存日数を指標 とせる化学療法剤の効果

〔第1篇〕 結核 -クスCZ)生存 日数に及ぼす接種結核菌株,菌量及び

供試 -クスCZ)系統等の影響

京都大学結核研究所化学療法部 (主任 教授 内藤益-)

浜 田 浩 司

(受付 昭和33年12月20日)

【内容抄録】

抗結核剤の動物実験的研究に於ける invizJoの sc-

reeningtest の一方法として結核マウスの生存日数

を指標として其の治療効果を比較検討する方法を検討

した｡本鷺に於ては結核マウスの生存日数に及ぼす接

種結核菌株,薗量及び供試マウス等の影響について検

討した｡其結果,黒野株 o.5mgpermouse按樫,

dd弄マウスを用いて判定には生存率曲線と平均生存

日数との綜合判定による方法を採 りあげ,此方法によ

りSM,PAS及び INHの3着の抗結核性を検討したO

そして本法が抗結核剤の screeningtestの簡便法と

して利用し得ることを確認した｡

第 1章 緒 論

抗結核剤の "invivo"screeningtestの手

段 としてマウスに実験的結核症 を起 し之 に各種

の薬剤を投与 して主として其 の生存 日数 を指標

として其 の薬剤の抗結核性 を判定 しようとした

のが本研究 の主 旨である｡そ こで,此 の研究を

始めるに当 り基礎的研究 として結核菌株ほ どの

菌株 を どの量使った らいいか,叉マウスほどの

系統がいいか と言 うような実験条件を検討 しよ

うとして以下 に述べ る実験を行なったので本筈

に於 てその成績を報告す る｡

さて結核化学療法 の動物実験 の方法 として定

型 とされ ているものは Feldman and Hin-

shawl)が Streptomycin(SM)の効果を検討

す るに際 して報告 した方法で,後に Dessau

等2) が比事変的簡単な方法 を述べ ているが,之 は

本邦に於 て長谷 川等3) の Cepharanthin の研

究 に端 を発 して岡,柳沢等4)が捷唱 した方法 と

よく似 ている｡之 は多数 の海浜を用いて長期 に

わた る治療実験を行った後剖 検 して諸種 の検査

を行 う方法で,実験に要す る資材 と手数 と時間

とを考へ ると,厳密 に或薬剤の抗結核性を確認

す る為には 適 当 であろ うが, 多 くの薬剤 の中

か ら坑結核性 を有す る 薬剤 を 抽 出 し更 には簡

単に薬剤相互の比較をも行 いたいと言 うような

screeningtest の理想に反 して大規模 とな り

過 ぎる欠点がある｡ 之 に反 し Raleighand

Youmans,5) MckeeandRake,6) 岩崎 ･小m

7' 等のマウスを 使用 して行 う方法 は手技 が簡

単で,結果の判定 も早 く,其 の上費用の点 でも

経済的で, 均一系の実験動物が 使用され 得 る

し,且つ叉抗結核剤の治療効果判定上安価 に多

数 の動物を使用 し得 るので比較的正確 な価値判

断を下 し得る等の利点がある｡ この様なマウス

を対象 とす る実験に於 て,抗結核剤の治療効果

の判定方旗 としてほマウスの治療 辞 と対照群 と

について生存 日数比硬により判定す る方法 ,臓

器の結核性病変の程度,重量等 により判定 する

方法及び臓器内の結核菌 の生菌数の推移 により

判定 する方法等がある｡ Youmans8) 及び柳

沢9)等ほ内臓 の結核結節叉は重量か ら判定す る

方法 を採用 しているが,此 の方法は主観的要素

が入 り込む危険が多い様に思われ る｡倍 Ceri-

ottilO)は経静脈感染 マウスの実験的結核症 に於

て,肺の重量 が著 明に増加することを認 め,抗

結核剤の投与により或一定 の範囲内では其 の用

量 と比例的に肺重量 の減少を示す ことを報告 し

ている｡ そ して従来迄は主観的 に しか評価する

ことの出来なかった現象を客観的に然 も定量的
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に評価出来 る様になったと述べている.臓器の

定量培養による方法は 操作が 可成 り複離であ

り, 叉結果の判明する迄の期間が長いので,

Screeningtest としてほ考慮の余地がある様

に思われる｡次に1950年 AmericanTrudeau

Societyll)が発表 した標準実験手技中マウスを

使用する場合の判定方法 として次の3点を挙げ

ている｡即ち50%死亡 日数(T50),肺の剖検所

見 と其 の病理組織学的所見ならびに体重曲線の

3点である｡そしてこれ らの項 目のうちマウス

の場合は特 に生存 日数に重点を置 くことが多 く

の学者によって強調されている.従って此の場

合毒力の強し､且つ叉安定な菌株が必要 となって

くるのほ当然である｡

そこで著者は実験用菌株 として普通用いられ

ている有毒性人型結核菌 H37Rv株 と,北研水之

江氏12)により分離 された人型結核菌黒野株 とに

ついて比較実験を行った｡マウスに対する接種

経路による黒野株 の毒力のあらわれ方の差違に

ついて,水之江12)は静脈内感染が最 も強 く,脳

内感染が之に次ぎ,以下腹腔内,皮下,皮内感

染 の順で,経鼻感染が最も弱 く,菌を培養する

ことが拭来なかった し叉,この中で静脈内感染

及び脳内感染 はそれ以外の方法に比べて格段に

強い毒性を発揮 したと報告 している｡ 著者は感

染経路 と してほ 尾静脈内感染 を選 ぶこととし

た｡各系統 マウスによる結核菌感染の実験は染

谷他18)や柴田等14)が既に報告 しているが,特 に

マウスの実験的結核症に対する感受性はマウス

の均一性が関係 し叉,一方感染する菌の側の条

件 としてほ,菌株 ･薗液の分散状態 ･浮遊菌量

及び培養 日数等が関係 して くると述べている｡

そこで著者は之等の方面からの探索を加味 して

次の実験を行った次第であるO

弟 2章 実験材料及び実験方法

弟 1節 実額方法

1) 実験動物

実験動物 としてほ比較的入手 し易い均一系マ

ウス dd系及び NA2系の雌 マウスを用い,予

め生後 4週間,体重 13g 前後のマウスを室温

23oC の恒温室にて 2週間前後飼育 し,体重が

京大結研紀要 第 7巻 第 2号

16-81g になるのを待って,之 を 実験 に供 し

た｡ 飼料は一定の混合飼料 (小麦及び玉萄黍を

主 とし之に乾燥魚粉,緑色野菜並に海草芋等を

加えたもの)を毎 日1匹当り75g宛 とし,水分

補給は毎 日新鮮なキャベツを細か く刻んで与え

た｡飼育箱はすべて 1匹 宛に 区劃 して使用 し

た｡

2) 接種結核菌株

当教室 に於 て継代培養 して保存 している有毒

怪人型結核菌 H37Rv株並びに黒野株 を3-4

週間グ リセ リン ･ブイヨン培地 に培養 し其 の薗

膜を釣取使用 した｡

第 2節 実験方法

1) 接種方法

前述せる有毒性人型結核菌 H37Rv株 叉は黒

野株の歯膜を採取 し滅菌潅紙で水分を除却 した

後秤量 して盈望j の乳鉢で磨砕 し之に適当量の

生理的食塩水を加え 1cc中に 通当量 の菌量が

浮遊する様に調製 し,之の 0.1ccを実験用マウ

スの尾静脈内に注射 した｡

2)供託検体投与法

供試検体はすべて体重に比例 した投与量を 1

日1回経 口叉は皮下注射によって授与 した｡供

託検体はすべて水溶液 とし,水溶性でないもの

はア ラビヤゴムで乳剤として授与 した｡径 口投

与の方法は注射針の太いものの尖端を切断 し適

当な長 さとしたものを注射筒にはめて強制的に

胃内に注入した｡皮下注射 は 背部 皮下 に行っ

た｡侍非治療対腰群には治療群 と同じ方法で生

理的食塩水を授与 した｡

3) 治療効果の判定

判定は生存率曲線 と平均生存 日数 との綜合判

定により,T50は参考程度に止めた｡観察期間

は仝実験マウス死亡迄 とし,毎 日1回生死を調

べ弗死マウスは毎回剖検 して結核性病変の有無

を確めた｡体重は毎週 1回測定 して記録 した｡

体重経過 も後述する如 く効果の判定に役立つも
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のと息ほれ るが残存匹数が少 くなると必ず しも

治療効果 と平行せず,判定には参考程度 に止 め

ることとした｡

第 3章 実験成耕

第 1節 黒野株と H37Rv株との比較

菌株による感染性の比較実験を黒野株 とH37

Rv株 について行った｡マウスは dd系を使用

した｡ 最初の実験 は H37Rv株 について 薗量

0.2mg及び 0.1mgを尾静脈内に接種 した｡実

験 Ⅰ及び Ⅰは第 1表に示す如 く,予め調製 した

有毒性人型結核菌 H37Rv株 の生理的食塩水浮

遊液 (1mg/cc)の各 0.2cc及び 0.1ccを尾静

脈 より接種 して其 のまま経過を観察 した｡其 の

成績は第 1図の如 く,生存率曲線を実験 Ⅰは実

線 ,実験 Ⅰは点線 を以 て示 した｡実験 Ⅰでは感

染後28日目に 100,%死亡 しているが,実験 ‡で

は感染後32日でも75.%しか死亡 していない｡叉

接種菌量に 2倍量 の差があるにも拘 らず其 の成

蔵 に大 きな差が見 られない｡

第 1表 実験群の編成

＼=±し空 讐 座 重 座 種菌量

実験 Ⅰ ! 8 120g前後 ;0.2m

g実別 事 8 I13g前後 io.

1m{第 1囲 dd系マウスにH37Rv株を静脈

内感染せしめた場合

の生存率2 4 6 a lO J之 J4 16 J8 20 22 24 26 28 淵

32日18 8e7次に有毒性人型結核

菌黒野株 を使用 して之 の生理的食塩水浮遊液 (

5mg/cc,1mg/cc,0.1mg/cc及び

0.01mg/cc)を第 2章に述べた方法 で調製 し之の各 0.1cc宛を体 重 16-18gの

- 317-dd系マウスの尾静

脈より接種 し其 のまま経過を観察 した｡ 之が実験 Ⅱである｡

倍,マウスは各群 8匹を以て 1群 とした｡其 の成績は第 2

図に示す如 く 0.001mg/mouseの群で

は感 染 後9週後でも25%しか死亡 していない｡叉, 0.01

mg/mouse の群でも感染後 9週余 り経

たない第 2国 男野株屋静脈内感染, dd系

マウスの生存率ti l)良と100% 死

亡 しない｡之に反し 0.5mg/mouse及び 0.1mg/mouseの群 では 2-3週間

のうちに 100,%死亡 している｡従って生存 日

数を指標 として判定する screeningtestは

此のfrLの菌量 を以てするのが 適 当 ではなかろうか

と考へた｡以上実験 Ⅰ, ‡及び 皿を比較検

討 して見るに,比較的短期

間にしかも死亡 し始めてか ら100.% 死亡す

る迄の期間の短い,即ち生存率曲線が急角度で直

線的になる様な菌株 の或 る商量が一番望 ましいものであり,

之は H37Rv株 よりも黒野株の 0.1-0.5mg/mouse

のあた りがいいのではないかと云 う結果を 得た 次第であ

る｡ 第 2節 dd系マウスと NA2系マ

ウスとの比較マウスの系統に

よる感受性の比較実験を黒野株を使用 して dd系 と NA2系マウスにつ
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第3図 dd系マウス系マウスと NA2系マウスと
の比較

dd_0.5九才NA之0.5九才NAユ0.2,管 NAiOJ7y

f2.3E1 J3.JB 14.9E3

I.6.7日1) 此の薗量 の範囲内では両系

統共11日以内で死亡するものは認 められない

｡2

)薗量 0.5mg では両系統共死亡 し始めてか ら3日間で

全部死亡 し,其 の死に方 も各々直線的であり,

両系統 の間に大 きな差 は認められない｡3)NA2 系では接種薗量 0.2mgと 0.1mg

とでそれぞれ死亡期間

は暑々薗量に比例 して延長する様であるが,何

れ も感染後17日,20日には全部死亡 し,

黒野株に対･する感受性 の大 きいことを示 して

いる｡4) 以上 のことか ら NA2 系 も dd系

と共に抗結核剤治療実験に適するものであると

言 えよう｡ 即ち,著者 の実験成績では黒野株 の様にマウス

に強い毒性を発揮する結核菌株を使用すれば,

一般に入手可能な均一系 と官 はれ るマウスで充分抗結核剤の scre

eningtestに利用 し得ると考え られ,マウス側の条件 よりは菌株側 の

条件の方が著者 の目的 とする実験にとって比重が

高 い様である｡第 3節 黒野株,dd系で

菌量の差による生存日数の比較

黒野株,dd系マウスを使用 し, 接種薗量 を

変 えて 0.5mgか ら 0.1mgの間の薗量に

ついて其 の接種後 の生存 日数を検討 した｡特 に此 の 京大結研紀要 第 7巻

第 2

号間を採ったのは第 1節実験 Ⅱの成績を参考に

したため

である｡其 の成績は第 4図及び第 3表に示す如 くであ

る が この成 績か ら次の 結果を得た｡1) 何れの薗量でも感染後

19日以内に死亡 している｡2)薗量:0

.5mg の場合は11日目か ら死亡 し各々直線的に,死に始めてか ら3日以内に全

部死亡 している｡3) しか し薗量 を減 らし

ても黒野株はやは り相当強い毒力を示し,薗浮遊

液 の薗分布 も暑 々平等になっている様に見 られ

る｡4) 以上 の成績か ら抗結核剤治療実験用の接

種薗量は 0.5mgが適当と考え,著者は第 2篇以

下に述べる各庫抗結核剤の治療実験には黒野株 0.5mgを用いる事 とした｡そ して昭和32年 5

月か ら昭和33年 7月までの過去約14ケ月に行っ

た15回の実験で非治療対照群 として用いたもののみを取 し出 して表に したのが第 4表である｡

感染後10日目か ら弊死 し18日目には死亡率

100%を示 していて,T50の平均 は13.

8日であり,其 の毒力の均一なことが認 められ る｡以上の実験成績に

もとづいて,著者は dd系マウスを用い之に黒野株 0.5mgを接種 し,檎効作用の明 らかな SM,p-Aminosalicyli

cacid(FAS)及び Isonicotinicacidhydrazide(IN

H



昭34.3

第4表 具野株 0.5mg接種はよるマウス生存日数
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第 4節 SM,PAS及び

INH 単独投与の

治療効果第 2葦に於 て述べた方法で予め

調製 した有毒性人型結核菌黒野株の生理的食塩水浮遊

液 (5mg/cc)を 0.1cc(0.5mg)宛既 に 述べた実

験条件にて 1- 2週間飼育せる体重18g前後のdd系

雌 マウスの尾静脈内に接種 した｡各10匹を 1群 として4群を編成 し, 第 1群は SM 20γ/g毎 日皮下注

射,第 2群 は PAS600γ/g毎日径 口投与,
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=群,PAS治療群 より可成 り便 り,SM治療群,

lPAS治療群の闇には殆んど差が認められない

ーが,非治療対･照群に比べると可成 りの鍾命効果

を元 していることが観察された｡更にここで輿

味のあるのほ第 6図で,之は仝身状態を窺 う1

つ の資料である体重経過について各群の各週に

N於ける平均値を表に したもので,此の実験に於

第■6表 平均生存日数

i.tF息 PAsSDOBIt SIIZO 日 NH

′仏3.5EI Ie.JEl /一占.38 2I.4El

第6図体重経過

Ln

4

ry1

JYユ3

～､てほSM,
FAS
,
INHの治療効果を表わす生

存率曲線と体重経過殊に第2週目に於ける各群

体重平均値の相互の間には1連の有意の関係が

見出される様に思われる
｡
従って此の体重経過

は今後の実験成績の判定の際参考とする事にL

jTL｡
しかし既に著者が述べた如く,
残存匹数が

少くなった場合は必ずしも治療効果と平行関係

を示すものではないことは当然予想されるとこ

ろで あり
,
著者の行っ た数多くの実験でも之を

~認めている｡

弟4章総括及び考頼

抗結核剤の"invivo日に於けるscreening

testに於ては感染に使用する菌株の毒力が強

Lいこと,
更に使用する動物の感染性が高く此較

泊勺短日数の間に死亡して一定した実験成績を示

すことが必要である
｡
Mckee等6)はマウスの実

.
験的結核症に牛型結核菌Ravenel株を用いて

凝静脈感 染 させた場合,感染後35日以内に99%

京大結研紀要 第7巻 第2号が死亡 し

,其の平均 T50は 19.8日であったと述べている｡ 叉,Amer

icanTrudeauSocie-tyll)の

発表 した方法では H㍍Rv株で均一CFl系マウス1

8-20gに対 し2-3週間表面培養菌の湿潤菌量 (moist

weight)0.1-0.2mg静注で16-

28日間のうちに大多数が輿死することを記載

している｡ しか し著者は第 2章第 1節の実験成績

か ら H37Rv株 よりも黒野株の方が望 ましい

結果を得 られることを証明 した｡更に著者は其他

の実験成績か ら, 黒野株 o.5mgを用いて入

手容易な dd系マウスを使用 して数多 くの実験で短

期間中に 100.%範死することを観察 した｡

(第 4表)そこで著者の方法で毒力の比較的安

定 な黒野株を用い入手容易な均一系のマウスで

比較的小規模且つ短期間に被検物質の抗結核性

を判定することを企て,第 2篇以下に述べる様

な各種抗結核剤の治療効果の比較実験を行った

次第である｡治療効果の判定については多くの研

究者は生存率殊に TB｡を指標 とする方法を推

奨 している様であるが,著者は此の方法は半数

死亡後の生存率曲線の推移如何によって必ず し

も妥当ではないのではないかと考え,染谷等13)や Ho

bby等16)の報告にある様に平均生存日数を

.主として判定の一助 とし,生存率曲線 と之 と

の綜合判定によって治療効果の判定を行 う様に

した.そ して出来得 る限 り長期間観察 して仝実

験マウスが死亡する迄観察を継続 した｡極めて

長期間にわた り猶生存する場合があれば,之は

剖検 して臓器定量培養を行い生菌数を比較検討 した｡ しか し

screeningtestの理想 とする短

期間に於ける治療効果の傾向の判定を急 ぐ場合は T50を比較 し

て早期判定の一助 とすることも出来る｡供

試検体の授与方法については経 口並びに皮下注射

により:投与する方法をとったが,それぞれの投

与方法にて特に著 しい効果を示す薬斉田こついてはそれぞれ経 口投与又は皮下注射によっ

て行はねばならないのは勿論であろう｡投与期間はMalone等16)

,Solotorovsty等17)は対

照群の半数が死亡する迄続ける方法を採用し

ているが, 抗結核剤は 元来 殺菌作用 と云 うよりも
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で,かかる薬剤の場合は薬剤投与の中止 と同時

に死亡率を高 める結果を生ず ることも考えられ

る｡従って少 く共,比較 している治療群 の中の

一群が半数死亡す る迄 は投与を継続する方がい

いのではないかと考へ,著者 は此 の方法 を採用

した｡

第 5章 結 論

抗結核剤の動物冥験的研究に於けるscreen-

ingtestの一方法 として,マウスに結核菌を

尾静脈 より接種 して後急速に進展す るマウスの

実験的結核症を対象 と して化学療法実験 を行 う

方法 を採 り上 げ,接種す る菌株ほどの菌株でど

の薗量が適 当であるか,又使用す るマウスの系

統 に よる感受性の差違はどうか等 の問題 を上述

の基礎的実験 によって比較検討 した｡

著者が行った実験成績か ら有毒性 大型結核菌

黒野株が H37Rv株 より毒力の点に於 いて優 ぐ

れ て居 り,殆 んど常に一定 の成績を示す事 を知

ったので,此 の黒野株を用いての実験成績か ら

次の方法 を抗結核剤の動物実験的研究に於ける

screeningtestの 一つの方法 として 採 り上 げ

た｡即ち,黒野株を3-4週間グ リセ リン ･ブ

イ ヨン培地 に培養 して此 の湿潤薗量 0.5mgを

1ccの生理的食塩水に浮遊 させ其 の 0.1cc(0.5

mg)を予 め一定 の実験条件に飼育 した 16-18

gの dd系雌 マウスの尾静脈内に静注 して,感

染 の翌 日か ら薬剤を体重に比例 して授与 した｡

薬剤投与は治療 を加 えた群の何れか一つの群の

半数が死亡す る迄継続 し,仝実験マウスが死亡

す る迄観察 し,治療効果の判定 は其 の生存率曲

線 と平均生存 日数 との綜合判定 に よった｡以上

の実験方法で治効作 用の明 らかな SM 20r/g,

FAS600γ/g,INHlγ/g単独投与時の治療効

果について検討 を行 い,此の量 ではINHはSM,

PASに比べ て可成 り優 り,SM 及びPASは同

程度の治療効果を示 した｡ 以上 の 結果 より著
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者 の選んだ実験方法 は抗結核剤の screening

testの簡便法 として利用の価値 あるもの と考

える次第 である｡

(潤筆に臨み終始懇切な御援助を戴いた前川助教授,

種々便宜を与えられた済生会中津病院院長間島博士,

内科医長躍谷博士,清水博士並びに同僚各位,実験推_

進に御協力を戴いた塩野義研究所西村博士並びに中島･

清氏に深く感謝する｡)
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